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РЕФЕРАТ 
Магистерская диссертация теме "Исследование гена 16S рРНК различных 
микроорганизмов" содержит 77 страниц текстового документа, 31 
иллюстрации, 7 таблиц, 77 использованных источников.  
Ключевые слова: рестриктный анализ, сравнительный анализ, ПДРФ, 
исследование гена 16S рРНК. 
Цель: Исследовать  последовательности нуклеотидов в гене 16S рРНК у 
опытных образцов бактерий для определения их вида. 
Задачи: 
1. Выделить ДНК из опытных образцов бактерий, определить 
концентрацию и чистоту полученных препаратов ДНК. 
2. Получить ампликоны с использованием пар праймеров 8F – 1492L и 
500L - 1350R гена 16S рРНК для данных бактерий. 
3. Провести реакции рестрикции для полученных ампликонов. 
4. Провести гель-электрофорез полученных рестриктов с маркерами в 
агарозном геле и проанализировать полученные электрофореграммы для 
определения вида исследуемых образцов. 
5. Используя секвенированные последовательности ампликона гена 16S 
рРНК провести определение вида исследуемых образцов. 
Одним из перспективных и современных методов идентификации 
микроорганизмов  является идентификация по маркерному гену 16S рРНК. 
Особенности расположения вариативных и консервативных участков этого гена 
до конца не изучены. Поэтому детальное изучение последовательностей 
нуклеотидов в данном гене может помочь при идентификации 
микроорганизмов.  
Метод анализа ПДРФ в совокупности с использованием генетической 
базы данных секвенированных последовательностей ДНК (GenBank), наряду с 
классическими методами определения вида, может служить достаточно 
простым способом идентификации микроорганизмов. Данный метод не так 
сильно чувствителен загрязнению ДНК, как секвенирование. В ходе работы 
было показано, что данный метод можно использовать для достоверного, 
быстрого и малозатратного определения конкретных микроорганизмов в 
исследуемой среде.  
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ВВЕДЕНИЕ 
Наряду с традиционными методами идентификации микроорганизмов, 
таких как использование культуральных и морфологических характеристик; 
химических и биохимических реакций [1], в последнее время широкое 
применение находят методы определения и сравнения микроорганизмов, 
основанные на исследовании нуклеотидных последовательностей различных 
генов микроорганизмов [2] и анализе полиморфизма длин рестрикционных 
фрагментов (ПДРФ), полученных в результате амплификации отдельных генов 
бактерий [3]. Часто для идентификации используют гены, кодирующие 16S и 
23S рибосомальные РНК, поскольку они присутствуют во всех бактериальных 
клетках и являются видоспецифичными для большинства микроорганизмов [4]. 
Использование для идентификации гена 16S рибосомальной РНК, позволяет 
различать близкородственные виды и подвиды микроорганизмов [5]. 
 Одним из перспективных и современных методов идентификации 
возбудителя заболевания является идентификация организмов по маркерному 
гену 16S рРНК. Особенности расположения вариативных и консервативных 
участков этого гена до конца не изучены. Поэтому детальное изучение 
последовательностей нуклеотидов в данном гене может помочь при 
идентификации микроорганизмов.  
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Цель работы: 
 Исследовать  последовательности нуклеотидов в гене 16S рРНК у 
опытных образцов бактерий для определения их вида. 
 
Для достижения заданной цели были поставлены следующие задачи: 
1. Выделить ДНК из опытных образцов бактерий, определить 
концентрацию и чистоту полученных препаратов ДНК. 
2. Получить ампликоны с использованием пар праймеров 8F – 1492L и 
500L - 1350R гена 16S рРНК для данных бактерий. 
3. Провести реакции рестрикции для полученных ампликонов. 
4. Провести гель-электрофорез полученных рестриктов с маркерами в 
агарозном геле и проанализировать полученные электрофореграммы для 
определения вида исследуемых образцов. 
5. Используя секвенированные последовательности ампликона гена 16S 
рРНК провести определение вида исследуемых образцов. 
 
 Работа была проведена на базе центра коллективного пользования 
приборов ИФБиБТ, Красноярск. 
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1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 
1.1 Традиционные методы идентификации микроорганизмов 
 
Диагностическая микробиология направлена на выявление и 
идентификацию известных микроорганизмов из окружающей среды. 
Идентификация бактерий осуществляется с помощью генетических и 
морфологических методов, до 80-х годов прошлого века преобладало 
определение фенотипических характеристик [6].  
Идентификация микроорганизмов – это определение видовой или 
родовой принадлежности на основании изучения биохимических, 
культурально-морфологических, патогенных, серологических и генетических 
свойств определенного образца. 
Культуральные свойства микроорганизмов определяют при помощи 
посева на жидкие, полужидкие и плотные среды. На жидких средах учитывают 
степень и характер помутнения среды; величину, форму и консистенцию 
осадка; наличие или отсутствие плѐнки на поверхности; а также смотрят на 
размер и форму пристеночного кольца. На полужидких средах определяют рост 
по уколу, на плотных — форму, размер, величину, цвет колоний и густоту 
роста. На форму, размер, величину, цвет колоний и густоту роста колоний 
оказывает большое влияние состав питательной среды, и видовая 
специфичность микроорганизмов.  
Морфологию изучают путѐм микроскопии мазков патологического 
материала или исследованием посаженных и окрашенных культур. Обычно 
обращают внимание на размер, форму (кокки, палочки или извитые), 
расположение (одиночно, цепочками, попарно, гроздьями), наличие спор и 
капсул, включений и жгутиков. Определяют подвижность (исследование 
культур в висячей капле или посев на полужидкую среду) [7]. 
Биохимическую активность и метаболизм микроорганизмов изучают на 
дифференциалъно-диагностических средах. Определяют способность бактерий 
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расщеплять белки, жиры и углеводы; редуцировать органические краски; 
восстанавливать нитраты в нитриты и нитриты в аммиак; выделять ферменты. 
 Серологический метод включает исследования сыворотки крови, а также 
других биологических субстратов для выявления специфических антител и 
антигенов. Классическая серодиагностика основана на определении антител к 
выявленному или предполагаемому возбудителю. Положительный результат 
реакции свидетельствует о наличии в исследуемой сыворотке крови антител к 
антигенам возбудителя, отрицательный результат указывает на их отсутствие. 
Обнаружение в исследуемой сыворотке крови антител к возбудителю ряда 
инфекционных болезней недостаточно для постановки диагноза, поскольку оно 
может отражать наличие постинфекционного процесса, поэтому исследуют 
«парные» сыворотки крови, первую, взятую в первые дни болезни, и вторую, 
взятую с интервалом 7—10 дней. В этом случае оценивают динамику 
нарастания уровня антител. Однако, нужно учитывать вероятность того, что 
разные родственные бактерии могут агглютинироваться одной и той же 
диагностической сывороткой, что может затруднить их идентификацию. 
Патогенность исследуемых микроорганизмов изучают заражением 
лабораторных животных. 
На основании полученных данных, используя определители 
микроорганизмов, устанавливают принадлежность микроорганизма к 
определѐнному семейству, роду и виду [8]. 
Традиционный метод бактериологического анализа включает три 
основных этапа: 
1—Посев исследуемого материала на чашки с дифференциально-
диагностическими средами; 
2—Снятие отдельных колоний и накопление чистой культуры с 
первичной дифференциацией на комбинированных питательных средах; 
3—Полная идентификация выделенной культуры по комплексу 
биохимических признаков, антигенной структуре, патогенности, устойчивости 
к специфическим бактериофагам и антибиотикам. 
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Время проведения микробиологического анализа обычно составляет от 72 
часов до 4-5 суток. Такие сроки не удовлетворяют эпидемиологов. Особенно в 
виду появления новых, очень опасных заболеваний, таких как, например, 
лихорадка Эбола [9]. 
При использовании традиционных методов:  
- требуется много времени на идентификацию микроорганизмов; 
- затрачиваются значительные материальные ресурсы; 
- не определяются некультивируемые бактерии. 
Поэтому существует необходимость использовать более современные и 
быстрые способы диагностики. В качестве эффективного метода 
идентификации в лабораторной диагностике для определения микроорганизмов 
все чаще применяется метод ПЦР. Универсальность, высокая чувствительность 
и относительная простота исполнения сделали метод ПЦР незаменимым для 
решения таких задач диагностики, как прямое обнаружение и идентификация 
микроорганизмов, анализ мутаций, связанных с генетическими заболеваниями 
у человека и идентификация личности человека [10].  
 
1.2 ДНК 
 
Дезоксирибонуклеи́новая кислота́ (ДНК) - макромолекула, 
обеспечивающая хранение, передачу из поколения в поколение и реализацию 
генетической программы развития и функционирования живых организмов.  
 В большинстве случаев макромолекула ДНК состоит из двух цепей, 
ориентированных азотистыми основаниями друг к другу. Эта двухцепочечная 
молекула спирализована. В целом структура молекулы ДНК получила название 
«двойной спирали». Остов каждой из цепей состоит из чередующихся фосфатов 
и сахаров [11]. Внутри одной цепи ДНК соседние нуклеотиды соединены 
фосфодиэфирными связями, которые формируются в результате 
взаимодействия между 3'-гидроксильной группой молекулы дезоксирибозы 
одного нуклеотида и 5'-фосфатной группой другого. Асимметричные концы 
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цепи ДНК называются 3' и 5'. Полярность цепи играет важную роль при синтезе 
ДНК (удлинение цепи возможно только путѐм присоединения новых 
нуклеотидов к свободному 3'-концу). 
 В ДНК встречается четыре вида азотистых оснований. Азотистые 
основания одной из цепей соединены с азотистыми основаниями другой цепи 
водородными связями согласно принципу комплементарности. 
Последовательность нуклеотидов позволяет «кодировать» информацию о 
различных типах РНК, наиболее важными из которых являются 
информационные, или матричные (мРНК), рибосомальные (рРНК) и 
транспортные. 
 Исходя из структуры молекул, основания, входящие в состав 
нуклеотидов, разделяют на две группы: пурины (аденин и гуанин) образованы 
соединѐнными пяти- и шестичленным гетероциклами; и пиримидины (цитозин 
и тимин) — шестичленным гетероциклом. 
 В двойной спирали различают малую (12 Å) и большую (22 Å) бороздки 
[12]. Белки и факторы транскрипции обычно взаимодействуют с основаниями, 
расположенными в большой бороздке. 
Воспроизведение молекулы ДНК основано на том, что каждая цепь 
двойной спирали служит матрицей для сборки новых молекул. Открытие ДНК, 
как и практически все великие открытия, не было результатом работы 
одинокого гения, а увенчало собой длинную цепь экспериментальных работ 
[13]. Например, эксперимент Херши—Чейза продемонстрировал, что 
носителем генетической информации в клетках является именно ДНК, а не 
белки. Еще в 1920-е годы американский биохимик Фибус Левин (Phoebus 
Levene) установил, что основа ДНК, — это пятиатомный сахар дезоксирибоза; 
фосфатная группа и четыре азотистых основания. В конце 1940-х годов 
американский биохимик Эрвин Чаргафф выяснил, что во всех ДНК содержится 
равное количество оснований Т и А и, аналогично, равное количество 
оснований Г и Ц, процент соотношения Т\А и Г\Ц является важнейшей видо-
специфичной характеристикой.  
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1.2.1 Генетическая система бактерий 
 
Генетическая система бактерий состоит из нуклеоида и вненуклеоидных 
структур. Аналог ядра прокариотов значительно отличается от ядра 
эукариотических клеток. Он представлен нуклеоидом [14], лишенным оболочки 
и включающем в себя почти всю ДНК бактерии. Бактериальный нуклеид 
обычно состоит из одной двунитевой молекулы ДНК кольцевой формы. 
Наследственная информация у бактерий хранится в форме последовательности 
нуклеотидов ДНК, которая определяет последовательность аминокислотных 
остатков в молекуле белка. ДНК прокариот имеет существенные отличия в 
структурной организации от эукариотической ДНК: нуклеоид бактерий не 
имеет ядерной оболочки, ядрышка и основных белков гистонов (имеются 
гистоноподобные белки - HU, H-NS, IHF, которые участвуют в компактизации 
ДНК). Геном компактен, количество некодирующих последовательностей ДНК 
минимально, гены не несут интронов (за исключением архебактерий). Гены – 
дискретные участки на ДНК, которые отличаются числом и специфичностью 
последовательности нуклеотидов, в которых обычно зашифрована информация 
о структуре и свойствах белков. Каждому белку соответствует свой ген, т.е., 
дискретный участок на ДНК, отличающийся числом и специфичностью 
последовательности нуклеотидов. Для кодирования белков иногда 
используются 2 или 3 рамки считывания одной и той же последовательности 
ДНК, что повышает кодирующий потенциал генома без увеличения его размера 
[15]. 
В клетках бактерий и архей кольцевые или линейные молекулы ДНК 
прикреплены изнутри к клеточной мембране. У них и у низших эукариот кроме 
хромосомальной (нуклеоидной) ДНК встречаются также небольшие 
автономные, преимущественно кольцевые молекулы ДНК, называемые 
плазмидами. Плазмиды - кольцевые ДНК длиной от нескольких тысяч до сотен 
тысяч п.о Их число в каждом микроорганизме может варьировать [16]. 
Плазмиды – автономно реплицирующиеся внехромосомные генетические 
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элементы. В отличие от хромосом плазмиды являются «необязательным» 
генетическим материалом, потеря которого не приводит к гибели клетки. 
Однако многие крупные плазмиды содержат гены, которые отвечают за важные 
для клетки функции, нужные в определенных экологических условиях. 
Приобретаемые с плазмидами новые признаки в ряде случаев определяют 
названия плазмид: например, F-плазмида (fertility factor), придающая клеткам 
донорные свойства, или R-плазмида, определяющая резистентность клеток к 
антибиотикам [17]. 
Геномы прокариот являются динамичными структурами даже в пределах 
одного вида. Исходя из внутривидовой вариабельности геномов сложились 
представления о базовом и гибком вспомогательном наборе генов. 
Консервативный базовый набор включает гены так называемого «домашнего 
хозяйства», ответственные за информационные системы репликации, 
транскрипции, трансляции, ключевые пути метаболизма и формирования 
клеточных структур, определяющих видовую (родовую) принадлежность. В 
категорию вспомогательных входят операционные гены, контролирующие 
разные процессы метаболизма и морфофизиологические признаки, 
обеспечивающие приспособленность к определенной экологической нише. 
Многие из таких генов локализованы в плазмидах, мобильных элементах, 
которые не обязательно присутствуют во всех штаммах одного вида [18]. 
Бактериальный нуклеоид содержит до 4000 отдельных генов. Размеры 
бактериального нуклеоида у различных представителей царства Procaryotae 
варьируют от 3 х 10 8 до 3 х 10 9 Д.  
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1.2.2 Ген 16S рРНК 
 
Идеальным маркером для идентификации микроорганизмов оказался ген, 
кодирующий 16S рибосомальную РНК [19]. Этот ген есть в геноме всех 
известных бактерий и архей, но отсутствует у вирусов и в ядерных хромосомах 
эукариот. Ген 16S рРНК есть в эукариотах в митохондриальной ДНК. Этот ген 
имеет как консервативные участки так и видоспецифичные [20,21] 
Консервативные участки можно использовать для первого этапа полимеразной 
цепной реакции — присоединения праймеров к исследуемой нити ДНК, а 
видоспецифичные — для определения видов. Степень схожести 
видоспецифичных участков очень хорошо отражает эволюционное родство 
разных видов. 
Нуклеотидные последовательности 16S рРНК многих известных бактерий 
и архей доступны. Выявленные последовательности изучаемых 
микроорганизмов можно сравнить с присутствующими в базах данных и 
идентифицировать вид бактерии. В последнее время идет интенсивный 
пересмотр старой, фенотипической, классификации бактерий, основанной на 
плохо формализуемых критериях — от внешнего вида колоний до способности 
окрашиваться разными красителями. Новая систематика опирается на 
молекулярные критерии (нуклеотидная последовательность гена 16S рРНК) и 
только отчасти повторяет фенотипическую. 
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1.2.3 Выделение ДНК 
 
Выделение ДНК и РНК — необходимый шаг подготовки проб перед 
биохимическими и диагностическими процессами. Многие биохимические 
процессы, такие как амплификация, проведение обратной транскрипции, 
сиквенс, гибридизация, синтез ДНК, не могут быть выполнены 
непосредственно на биологических образцах без предварительного выделения и 
очистки нуклеиновых кислот. Существует несколько общепризнанных методов 
получения ДНК из биологического материала, и в зависимости от поставленной 
задачи [22] нужно выбрать наиболее оптимальную методику. При выборе 
нужно помнить про несколько требований, предъявляемых к конечному 
результату, например - высокий выход нужного материала; время, требуемое 
для получения конечного продукта; высокое качество полученного материала. 
В литературе описано множество методов, позволяющих выделять 
нуклеиновые кислоты из разнообразных биологических материалов, однако не 
все пригодны для автоматизации этого процесса, более того на многих стадиях 
выделения присутствует высокий риск контаминации полученного препарата. 
[23]. Методы выделения ДНК можно разделить на жидко - и твердофазные 
методы.  
 Жидкофазные методы применяются когда требуется лизис 
биологического материала (например кровь или ткань) детергентами или 
хаотропными веществами. После стадии лизиса следует несколько стадий в 
которых применяют органические растворители (фенол, хлороформ или 
этанол). При помощи перхлората натрия [24] можно достигнуть полного 
разделения белков и нуклеиновых кислот. Стандартная методика получения 
чистого препарата основана на том, что ДНК является полярной молекулой и не 
растворяется в органических растворителях. Традиционно для выделения ДНК 
используется фенол-хлороформная экстракция. При перемешивании 
клеточного лизата и фенола формируются две фазы. ДНК находится в верхней 
(водной) фазе, а денатурированные белки — в нижней (органической) фазе [25]. 
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В этом способе присутствует несколько стадий центрифугирования и 
жидкостной экстракции, поэтому данный способ нельзя автоматизировать. 
 Существует несколько методов, согласно которым из одного образца 
можно выделить одновременно ДНК и РНК [26]. При этом используются 
сильные хаотропные агенты, такие как гуанидин тиоцианат и цезия три- 
флуороацетат для одновременного разрушения клеточных мембран и 
инактивации внутриклеточных рибонуклеаз (РНКаз). Лимитирующими фак- 
торами таких методик являются необходимость ультрацентрифугирования и 
большое время анализа (16–44 ч) [27].  
 В твердофазных методах выделения нуклеиновых кислот используются 
следующие процессы и принципы: водородные связи с немодифицированной 
гидрофильной матрицей; ионообмен в водном растворе; аффинность; 
механизмы исключения по размеру. Твердофазные системы, адсорбирующие 
нуклеиновые кислоты, — это частицы на основе кварца, стеклянные волокна, 
анионообменные носители [28], которые используются в хромато- 
графических сепарационных колонках. 
 Очень удобным является метод выделения нуклеиновых кислот, 
предложенный Santosa [29]. Этот метод включает в себя стадию лизиса клеток 
сильным хаотропным агентом, который разрушает клеточные мембраны и 
дезактивирует внутриклеточные РНКазы, потом происходит сорбция 
нуклеиновой кислоты на носителе (стеклянные бусы, диатомовая земля, 
стеклянное "молоко" и т. д.). Нуклеиновая кислота обратимо связывается со 
стеклом в присутствии высокой концентрации хаотропных солей (гуанидин 
хлорида, гуанидин тиоцианата). В таких условиях связывания белков с 
матрицей не происходит. Очищенная нуклеиновая кислота снимается со стекла 
буфером с низкой ионной силой. В настоящее время многие коммерческие 
фирмы предлагают для выделения нуклеиновых кислот колонки со стеклянной 
матрицей (например, Zymo Research, Axygen и Promega).  
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1.3 Предполагаемые бактерии 
На основании биохимических и физиологических исследований мы 
предположили, что исследуемые нами бактерии могут быть представителями 
следующих родов. 
 
1.3.1 Бактерии рода Rhizobium 
 
Группа грамотрицательных бактерий, впервые выделенный как самосто- 
ятельный род Г. Дж. Конном в 1942 году. Представители рода способны к 
горизонтальному переносу генов при помощи которого вызывают опухоли у 
растений. Наиболее исследованным и хорошо изученным видом этого рода 
является Agrobacterium tumefaciens, который хорошо известен своей 
способностью осуществлять взаимообратный перенос ДНК между собой и 
растениями. Благодаря этому свойству представители этого рода стали важным 
инструментом генной инженерии. 
 Род Rhizobium [30] гетерогенен по своему составу. В 1998 году была 
проведена реклассификация, в результате которой всех представителей 
Agrobacterium разделили на четыре новых рода: Ahrensia, Pseudorhodobacter, 
Ruegeria и Stappia. Однако, более поздние исследования 2001—2003 годов 
пришли к выводу, что большую часть видов следует причислить к одному роду 
Rhizobium [31]. 
 По внешнему виду [32] это прямые или слегка изогнутые палочковидные 
бактерии размером 0,6—1,0 × 1,5—3,0 мкм., не образуют спор, подвижные, 
обычно несут 1—4 жгутика, расположенных перитрихиально. 
 По культуральным свойствам это хемоорганогетеротрофы, облигатные 
аэробы. Хорошо культивируются в лабораторных условиях. Способны 
использовать большой спектр органических веществ как единственный 
источник углерода. На агаризованных средах образуют выпуклые, круглые 
гладкие непигментированные или слабо-бежевые колонии. Геном состоит из 
двух хромосом (кольцевой и линейной) и двух плазмид. 
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1.3.2 Бактерии рода Bacillus 
 
Бациллы (лат. Bacillus) — обширный род грамположительных 
анаэробных спорообразующих палочковидных бактерий. Большинство бацилл 
— почвенные сапрофиты. Некоторые бациллы вызывают болезни животных и 
человека, например сибирскую язву, токсикоинфекции. Основными 
признаками этого рода являются: формирование эндоспор, присутствие 
каталазы, в большинстве случаев положительная окраска по Граму [33]. 
Спорообразующие бактерии распространены повсеместно, в большинстве это 
обитатели почвы. Благодаря развитому ферментативному аппарату, отличаются 
разнообразием ферментов участвующих в деградации сложных органических 
соединений. Бациллы важное звено в круговороте веществ в природе. 
 Вариабельность биологических свойств аэробных споровых бактерий, 
обусловленная их приспособляемостью к условиям обитания, на протяжении 
всей истории изучения бацилл была и является одной из главных причин 
нечеткой таксономии внутри рода и многочисленных попыток ее 
усовершенствования. Следует отметить, что существование более 50 видов 
бацилл в пределах рода Bacillus, границы между которыми определены на 
основании ограниченного количества тестов, оценивающих культурально-
морфологические и биохимические свойства, не являются установленными 
окончательно. Значительное межвидовое разнообразие свидетельствует о 
сложности в дифференцировке бацилл [34]. До 1991 года в род Bacillus входило 
большое количество весьма несхожих видов, как на генотипическом уровне 
(процент ГЦ пар колебался от вида к виду в пределах от 32 % до 69 %), так и на 
уровне фенотипа. Сравнения нуклеотидных последовательностей 16S рРНК 51 
вида выявило, что крайней мере 5 филогенетических групп. Данная группа 
бактерий широко распространена в природе и играет большую роль в 
разнообразных биологических процессах. С использованием этих бактерий в 
промышленности связано производство ценных ферментов, антибиотиков, 
органических кислот и других соединений. 
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1.3.3 Бактерии рода Micrococcus 
 
Род маленьких грамположительных сферических бактерий семейства 
Micrococcaceae, которые располагаются поодиночке или в неправильных 
скоплениях,  у некоторых видов наблюдаются подвижные клетки. На плотных 
питательных средах образуют круглые, гладкие колонии белого, жѐлтого или 
красного цвета. Яркий цвет обусловлен выделением окрашенного продукта в 
окружающую среду или пигментацией самой клетки. Бактерии рода 
Micrococcus — облигатные аэробы, сапрофиты или факультативные паразиты, 
патогенных видов нет. Все хорошо растут на питательном агаре. Пигменты, 
образующиеся микрококками, не диффундируют в среду и нерастворимы в 
воде. Деление клетки происходит в любом направлении. Микрококки обычно 
неподвижны и не образуют эндоспор. Все микрококки содержат гликоген, 
который выполняет роль запасного вещества клетки. У большинства видов 
оптимум температуры роста 25—30 °С. Многие виды микрококков могут 
развиваться при 5—8 °С. Отдельные виды выдерживают нагревание до 63—65 
°С в течение 30 мин и кратковременную пастеризацию при высокой 
температуре. Эти бактерии могут быть обнаружены на коже, в ротовой 
полости, дыхательных путях человека и животных. В природе распространены 
повсеместно — в почве, воздухе, пресных и солѐных водоѐмах, а также в 
пищевых продуктах. В род Micrococcus на май 2015 г. включены 10 видов 
[35].Первый вид Micrococcus luteus был впервые описан в 1872 году немецким 
микробиологом Фердинандом Юлиусом Коном. M. luteus стал типовым видом 
для рода микрококков. 
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1.4 Образцы бактерий используемые для сравнения 
 
1.4.1 Кишечная палочка (Escherichia coli) 
 
Кишечная палочка (лат. Escherichia coli,) — грамотрицательная бактерия, 
факультативный анаэроб, не образует эндоспор. Клетки палочковидные, со 
слегка закруглѐнными концами, размером 0,4—0,8 х 1—3 мкм, объѐм клетки 
составляет около 0,6—0,7 μm³ [36]. Широко встречается в нижней части 
кишечника теплокровных организмов. Большинство штаммов E. coli являются 
безвредными, однако серотип O157:H7 может вызывать тяжѐлые пищевые 
отравления у людей [37]. Безвредные штаммы являются частью нормальной 
флоры кишечника человека и животных и могут выполнять симбиотические 
функции. Кишечная палочка может приносить пользу организму хозяина, 
например, синтезируя витамин K [38], а также предотвращая развитие 
патогенных микроорганизмов в кишечнике [39].  
E. coli обитают не только в желудочно-кишечном тракте, наличие их в 
окружающей среде является важным индикатором состояния окружающей 
среды [40]. Эти бактерии легко могут быть выращены в лабораторных 
условиях, поэтому кишечная палочка играет важную роль в биотехнологии и 
генетических исследованиях. E. сoli является одним из самых изученных 
прокариотических микроорганизмов и одним из самых важных объектов в 
практической микробиологии. 
E. coli часто используют в качестве модельного организма в 
микробиологических исследованиях. Культивируемые штаммы, например, E. 
coli K-12 приспособлены к росту в лабораторных условиях, и, в отличие от 
штаммов дикого типа, неспособны заселять кишечник. 
Кишечная палочка E. coli была одним из первых организмов, чей геном 
был полностью секвенирован. Последовательность нуклеотидов в геноме 
штамма К12 E. coli была опубликована в журнале Science в 1997 году. 
Кишечную палочку считают универсальным организмом для синтеза 
чужеродных целевых белков [41]. В E. coli исследователи вводят гены при 
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помощи плазмид [42], что позволяет осуществлять биосинтез белков для 
промышленной ферментации. Также разработаны системы для синтеза 
рекомбинантных белков. Одним из первых примеров использования 
технологии рекомбинантных ДНК является синтез аналога инсулина человека 
[43]. Модифицированные E. coli используют при разработке вакцин, синтеза 
иммобилизованных ферментов и решения других задач [44].  
1.4.2 Водородокисляющая бактерия (Ralstonia eutropha) 
 
R. eutropha является водородокисляющей бактерией, способной к росту 
на границе анаэробных и аэробных условиях, может легко адаптироваться 
между гетеротрофным образ жизни и автотрофным образом жизни. В качестве 
источника энергии может использовать органические соединения и водород. R. 
eutropha может использовать аэробное дыхание или анаэробное дыхание на 
денитрификации нитратов или нитритов до газообразного азота, R. eutropha 
производит биопластик полигидроксиалканоат (ПГА) пластмасс при 
выращивании на избыточном количестве углеводного субстрата. При этом ПГА 
может накапливаться до уровня примерно 90% от сухого веса клетки [45]. 
Используемый штамм: В-5786. 
1.4.3 Фотобактерии (Photobacterium phosphoreum) 
 
Photobacterium phosphoreum (фотобактерии) – грамотрицательные 
аэробные бактерии, представляют собой короткие палочки, или коккобациллы, 
с размерами (1–2,5) x (0,4–1) мкм, подвижны благодаря наличию одного 
жгутика или целого пучка полярных жгутиков. Живут в симбиозе с морскими 
организмами, способны излучать голубовато-зеленый свет [46] (при длине 
волны 490 нм) за счет химической реакции между ФМН, и молекулярного 
кислорода с участием фермента - люциферазы [47]. Оптимальная температура 
роста: 18-25 °С. Благодаря способности к биолюминесценции P. phosporeum 
используется в биотехнологических процессах, например для оценки 
концентрации НАДН или чтобы определить загрязнение вод [48]. 
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1.5 Полимеразная цепная реакция 
 
Полимера́зная цепна́я реа́кция (ПЦР) - метод биохимии, позволяющий 
добиться значительного увеличения малых концентраций определѐнных 
фрагментов ДНК в биологическом материале. Этот метод был изобретен 
американским биохимиком Кэрри Муллисом в 1983 году [49], за 
разработанный метод он получил Нобелевскую премию в 1993 году. 
Помимо амплификации (увеличения числа копий) ДНК, ПЦР позволяет 
производить множество других манипуляций с нуклеиновыми кислотами 
(введение мутаций, сращивание фрагментов ДНК) и широко используется в 
биологической и медицинской практике, например, для диагностики 
заболеваний (наследственных, инфекционных); установления отцовства; 
клонирования генов, и выявления новых генов [50]. Также этот метод очень 
эффективен для изучения полиморфизма ДНК. 
В основе метода ПЦР лежит природный процесс - комплементарное 
достраивание ДНК матрицы, осуществляемое с помощью фермента ДНК-
полимеразы. Эта реакция носит название репликации ДНК.  
Естественная репликация ДНК включает в себя несколько стадий:  
1) Денатурация ДНК (расплетение двойной спирали, расхождение нитей 
ДНК); 
2) Образование коротких двухцепочечных участков ДНК (затравок, 
необходимых для инициации синтеза ДНК); 
3) Синтез новой цепи ДНК (комплементарное достраивание обеих нитей). 
Сущность метода заключается в специфической амплификации ДНК с 
помощью полимеразы, осуществляющей избирательный синтез взаимно- 
комплементарных цепей ДНК, начиная с двух праймеров. Праймеры 
комплементарны противоположным цепям ДНК в участках, ограничивающих 
выбранную область ДНК, и ориентированы З'-концами навстречу друг другу и 
в сторону той последовательности, которую необходимо амплифицировать. 
Длина амплифицируемого фрагмента определяется расстоянием между 
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праймерами. Используя в качестве матрицы любые образцы ДНК, содержащие 
амплифицируемую последовательность, можно увеличить количество копий 
изучаемого фрагмента ДНК в сотни миллионов раз.  
 
Для проведения ПЦР требуются следующие компоненты:  
 ДНК-матрица (содержит участок, который требуется 
амплифицировать)  
 праймеры (искусственно синтезированные олигонуклеотиды, 
имеющие, как правило, размер от 18 до 30 п.н., идентичные соответствующим 
участкам ДНК-мишени. Они играют ключевую роль в образовании продуктов 
реакции амплификации. Правильно подобранные праймеры обеспечивают 
специфичность и чувствительность тест-системы.) 
 термостабильная ДНК-полимераза (термостабильный фермент, 
который катализирует реакцию полимеризации ДНК согласно принципу 
комплементарности) 
 дезоксинуклеозидтрифосфаты (дНТФ) - 
дезоксиаденозинтрифосфата (дАТФ), дезоксигуанозинтрифосфата (дГТФ), 
дезоксицитозинтрифосфата (дЦТФ) и дезокситимидинтрифосфата (дТТФ) - 
«строительный материал», используемый Taq-полимеразой для синтеза второй 
цепи ДНК.) 
 ионы Mg2+ (необходимы для работы полимеразы, они образуют 
растворимые комплексы dNTPs, формируя субстрат для ДНК-полимеразы. 
Оптимальная концентрация магния колеблется в пределах 1-5мМ.) 
 буферный раствор (включает в себя смесь анионов и катионов в 
определенной концентрации и стабильное значение рН) 
 Анализируемый образец - подготовленный к внесению в 
реакционную смесь препарат, который содержит искомую ДНК. При 
отсутствии ДНК-мишени специфический продукт амплификации не 
образуется [51]. 
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Обычно при проведении ПЦР выполняется 20—35 циклов, каждый из 
которых состоит из трех стадий: 
1. Денатурация 
Двухцепочечную ДНК-матрицу нагревают до 94—96° C в течение 0,5—2 
мин., чтобы цепи ДНК разошлись. На этой стадии разрушаются водородные 
связи между двумя цепями ДНК.  
2. Отжиг 
Когда цепи разошлись, температуру понижают, чтобы праймеры могли 
связаться с одноцепочечной матрицей. Температура отжига зависит от состава 
праймеров и обычно выбирается на 4—5° С ниже их температуры плавления. 
Время стадии — 0,5—2 мин.  
3. Элонгация 
На этой стадии ДНК-полимераза реплицирует матричную цепь, используя 
праймер в качестве затравки. Полимераза начинает синтез второй цепи от 3'-
конца праймера, который связался с матрицей, и движется вдоль матрицы в 
направлении от 3' к 5'.  
После окончания всех циклов часто проводят дополнительную стадию 
финальной элонгации, чтобы достроить все одноцепочечные фрагменты. Эта 
стадия длится обычно 7-10 мин. 
ПЦР проводят в амплификаторе — приборе, обеспечивающем 
периодическое охлаждение и нагревание пробирок, обычно с точностью не 
менее 0,1° C. Ампликон — единица амплификации.  
1.5.1 Очистка ДНК после реакции амплификации 
 
Одной из самых важных процедур в молекулярном клонировании 
является очистка нуклеиновых кислот [52]. Ключевой этап – удаление белков – 
часто проводят с помощью экстракции водных растворов нуклеиновых кислот 
фенолом и (или) хлороформом.  
Наиболее часто используемый метод концентрирования ДНК – 
осаждение ее этанолом. Осадок ДНК, образующийся при низкой температуре (-
23 
20
оС или ниже) в присутствии умеренной концентрации моновалентных 
катионов, собирают центрифугированием и вновь растворяют в 
соответствующем буфере, доводя до нужной концентрации. Эта процедура 
является быстрой и количественной, даже если ДНК присутствует в 
нанограммах. Для очистки и концентрирования ДНК в последнее время 
используют хроматографические колонки.  
1.5.2 Использование ПЦР  
 
Внедрение в практику ПЦР с серологической диагностикой существенно 
увеличило возможности современной клинической микробиологии, основу 
которой до сих пор составляют методы выделения и культивирования 
микроорганизмов на искусственных питательных средах или в культуре клеток. 
Когда использование культуральных методов является проблематичным 
или связано с недостаточной диагностической эффективностью; существование 
возможности замены биологической амплификации (то есть роста на 
искусственных средах) на ферментативное удвоение нуклеиновых кислот in 
vitro с помощью ПЦР представляется особенно привлекательной. Существуют 
различные подходы к использованию ПЦР для диагностики возбудителей 
инфекций. Наиболее распространенный вариант традиционная ПЦР (specific 
PCR) предусматривает использование праймеров, комплементарных 
специфической последовательности ДНК, характерной для строго 
определенного вида микроорганизма. Например, ПЦР-амплификация 
специфического участка гена, кодирующего главный белок наружной 
мембраны (МОМР) Chlamydia trachomatis позволяет обнаружить даже 
единичные копии хламидийной ДНК в исследуемых образцах [53]. При этом 
метод ПЦР значительно превосходит по диагностической эффективности 
культивирование и методы прямого обнаружения хламидийного антигена 
традиционно используемые для выявления C. trachomatis. Метод ПЦР широко 
используется для определения бактерий урогенитальной биоты: Lactobacillus 
spp., Enterobacterium spp., Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Gradnerella 
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vaginalis, Prevotella bivia , Porphyromonas spp., Eu-bacterium spp., Sneathia spp., 
Leptotrihia spp., Fu-sobacterium spp., Megasphaera spp., Veillonella spp., Dialister 
spp., Lachnobacterium spp, Clostridium spp., Mobiluncus spp., Corynebacterium 
spp., Pepto-streptococcus spp., Atopobium vaginae, Mycoplasma hominis, 
Ureaplasma (urealyticum + parvum) [54]. 
Этот же метод широко используется при определении Legionella 
pneumophila, представителей рода Brucella, возбудителей кишечных инфекций - 
представители рода Shigella (Shigella spp.) и энтероинвазивных E. Coli, , 
Salmonella (Salmonella spp.) и Campylobacter (Campylobacter spp.), 
представителей патогенных лептоспир (геномовиды L. interrogans, L. 
borgpetersenii, L. kirschneri, L. noguchi, L. weilii), возбудителей клещевого 
риккетсиоза R. Sibirica subsp. BJ90, R. sp. DnS14, возбудителей тубезкулеза - М. 
tuberculosis [55, 56]. 
Имеется также возможность использования сразу нескольких пар 
видоспецифических праймеров в одной реакционной пробирке для 
одновременной амплификации ДНК различных возбудителей. Такая 
модификация получила название множественной ПЦР (multiplex PCR). 
Множественная ПЦР позволяет в присутствие в реакционной смеси 
нескольких пар праймеров, специфичных в отношении разных генетических 
локусов, проводить одновременную амплификацию соответствующих участков 
ДНК-матрицы. В простом случае это становится возможным, если 
оптимальные условия проведения реакции близки для всех пар используемых 
праймеров.  
Множественная ПЦР может быть использована для выявления 
этиологической роли различных микроорганизмов, вызывающих заболевания 
определенного типа. Так, например, описаны варианты применения 
множественной ПЦР для одновременного обнаружения двух возбудителей (C. 
trachomatis и N. Gonorrhoeae) при заболеваниях урогенитального тракта [57] 
или даже трех микроорганизмов в одном тестируемом объекте [58]. 
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Так же для определения многих вирусов и бактерий  применяется ПЦР в 
реальном времени. Количественный ПЦР-анализ в режиме реального времени 
очень похож на традиционный ПЦР-анализ. Основное отличие 
количественного ПЦР-анализа состоит в том, что количество продуктов ПЦР 
измеряется после каждого цикла амплификации, в то время как при 
традиционном ПЦР-анализе количество продукта ПЦР измеряется только в 
конечной точке амплификации.  
Концепция количественного ПЦР проста: продукты амплификации 
измеряются по мере их производства при помощи флуоресцентной метки. Во 
время амплификации флуоресцентный краситель связывается прямо или 
косвенно с накапливающимися молекулами ДНК, а значения сигнала 
флуоресценции фиксируются для каждого цикла процесса амплификации. 
Сигнал флуоресценции на протяжении большого диапазона прямо 
пропорционален концентрации ДНК, а для расчета матрицы, имеющийся в 
начале реакции, используется линейное соотношение между продуктом ПЦР и 
интенсивностью флуоресценции [59]. 
 Альтернативный подход в ПЦР-диагностике связан с использованием 
универсальных праймеров, которые позволяют амплифицировать фрагменты 
генов, присутствующих у всех микроорганизмов определенной 
таксономической группы. Количество видов, которые могут быть выявлены с 
помощью этого метода, может ограничиваться как рамками небольших 
систематических групп (рода, семейства) [60], так и крупных таксонов на 
уровне порядка, класса, типа. В последнем случае мишенью для ПЦР чаще 
всего являются рибосомные гены (16S и 23S рРНК), которые имеют сходную 
структуру у различных прокариотических микроорганизмов. 
Использование праймеров, комплементарных консервативным участкам 
этих генов, позволяет амплифицировать ДНК большинства видов бактерий [61] 
с тем, чтобы провести дальнейшее исследование полученных образцов ДНК. 
Помимо рибосомальных генов в качестве видо- и родоспецифичных генов и 
мишеней для праймеров могут быть и другие гены нуклеотидная 
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последовательность которых консервативна и присуща только данном роду 
[62]. 
Важен не только правильный выбор таргетного гена, но и подбор 
праймеров: 
-размер праймера не меньше 16 нуклеотидов (иначе слабая связь с 
матрицей); 
-Ц+Г должно быть 50-60%; 
-праймеры не должны быть взаимно и самокомплиментарными; 
-область отжига праймеров должна находится вне зон мутаций. 
 Полученные в результате ПЦР фрагменты рибосомных и родо- и видо 
специфичных генов могут быть затем проанализированы с помощью различных 
лабораторных методов с целью идентификации бактерий, которым эти 
фрагменты принадлежат. Наиболее точным методом "молекулярной" 
идентификации является определение полной нуклеотидной 
последовательности (секвенирование) амплифицированной ДНК и сравнение ее 
с соответствующими последовательностями известных видов, имеющимися в 
ГенБанке [63]. 
Несмотря на наличие автоматизированных систем, использующих 
описанный принцип идентификации (секвенирование), на практике обычно 
используются менее трудоемкие и дорогостоящие методы, которые тем не 
менее позволяют достоверно выявлять определенные различия в 
последовательностях фрагментов ДНК. Наиболее распространенными являются 
методы, основанные на анализе расположения в ДНК участков расщепления 
ферментами-рестриктазами – в частности метод ПДРФ (RFLP) – метод 
полиморфизма длин рестрикционных фрагментов [64].  
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1.6 Рестриктный анализ ДНК 
 
Эндонуклеазы рестрикции, рестриктазы [65] — группа ферментов, 
относящихся к классу гидролаз, катализирующих гидролиз фосфодиэфирных 
связей чужеродных ДНК в большинстве прокариотических организмов 
(бактерии и сине-зеленые водоросли) и в некоторых других организмах 
выполняющие тем самым "иммунную" функцию. Это ферменты, «узнающие» 
определенные последовательности (сайты рестрикции) в двухцепочечной ДНК. 
Данные ферменты выделяют преимущественно из прокариотических клеток. 
В отличие от экзонуклеаз, рестриктазы расщепляют нуклеиновые 
кислоты не с конца молекулы, а в середине. При этом каждая рестриктаза 
узнаѐт определѐнный участок ДНК длиной от четырѐх пар нуклеотидов и 
расщепляет нуклеотидную цепь внутри участка узнавания или вне его. 
К 2012 году выделено более четырех тысяч эндонуклеаз рестрикции. 
Более шестисот рестриктаз доступны в виде коммерческих препаратов и 
повседневно используются в лабораториях для модификации ДНК и решения 
генно-инженерных задач.  
Ферменты рестрикции являются эффективным инструментом 
исследования. Они позволяют превращать молекулы ДНК очень большого 
размера в набор фрагментов длиной от нескольких сотен до нескольких тысяч 
оснований. С помощью метода электрофореза в агарозном геле фрагменты 
ДНК, различающиеся по размеру, можно легко разделить, а затем исследовать 
каждый фрагмент отдельно. 
Короткие фрагменты мигрируют намного быстрее, чем длинные. При 
сравнительно высокой концентрации агарозы большие фрагменты вообще не 
могут проникнуть в гель. В процессе миграции рестрикционные фрагменты не 
деградируют, их можно вымывать в виде биологически активных 
двуцепочечных молекул. При окрашивании гелей красителями, 
связывающимися с ДНК, выявляется набор полос, каждая из которых отвечает 
рестрикционному фрагменту, молекулярную массу которого можно 
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определить, проведя калибровку с помощью ДНК с известными 
молекулярными массами. 
Для каждого фермента рестрикции существуют оптимальные условия 
реакции, которые приводятся в описании, прилагаемом фирмой-изготовителем. 
Основные переменные параметры – это температура инкубации и состав 
буфера. К температурному режиму предъявляются достаточно жесткие 
требования, тогда как различия между буферами чаще всего лишь 
незначительны. 
Обычно все буферные растворы, используемые для проведения реакций 
рестриктирования, готовят в виде исходных растворов 10-кратной 
концентрации, которые можно хранить при 40 С в течение 1-2 недель или при 
–200 С неопределенно долгое время. Реакционная смесь обычно содержит  
0,3 – 1,2 мкг ДНК в объеме 20 мкл или более.  
Особенности рестриктаз [66]: 
1) активность фермента строго зависит от ионов Са2+ и активируется ионами 
Mg2+ или Mn2+; 
2) в присутствии Mg 2+, ДНКаза I расщепляет каждую нить ДНК по 
отдельности случайным образом; 
3) в присутствии ионов Mn2+ фермент расщепляет обе цепи ДНК примерно в 
одном и том же месте, образовывая фрагменты ДНК с тупыми концами или со 
липкими длиной в один-два нуклеотида; 
4) ДНКаза очень чувствительна к физической денатурации, поэтому 
рекомендуется мягкое перемешивание без встряхивания.  
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1.6.1 Звѐздчатая активность рестриктаз 
 
При неоптимальных условиях реакции, некоторые ферменты рестрикции 
способны к расщеплению последовательностей, которые похожи, но не 
идентичны заявленной производителем последовательности. Такая измененная 
последовательность называется Star - активность [67]. Предполагается, что 
такая активность характерна для большинства рестриктаз и может проявляться 
при определенных условиях реакции. Обычно, вероятность проявления star-
активности указывается производителем на упаковке продукта. При 
проведении электрофореза такая активность приводит к появлению «шмера» 
(шмер — размазана туманная полоска ДНК, идет от старта до финиша) вместо 
четких полос, или иногда к появлению новых, нехарактерных рестриктов. 
Условия, при которых вероятность появления star-активности 
увеличивается [68]: повышенное содержание глицерина в ферменте рестриции; 
повышенная концентрация фермента в реакции; использование неподходящего 
для данной реакции буфера; сильно большое время рестриции; загрязненные 
образцы ДНК.  
 
1.7 Метод полиморфизма длин рестрикционных фрагментов 
 
Традиционный способ бактериальной идентификации бактерий основан 
на широком спектре фенотипических характеристик. Организмы разделяли на 
группы на основе морфологических и физиологических признаков. Эти 
признаки включают специфические потребности в питании и условиях роста, 
форму клеток и многое другое. В данное время эти признаки стали 
одинаковыми для многих видов и следовательно потеряли свою уникальную 
специфичность. У традиционного метода идентификации есть и другие 
недостатки: идентификация требует проведения большого количества 
трудоемких тестов, а также стандартизация результатов сильно колеблется 
между лабораториями, что может быть дополнительным источником ошибок. 
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Относительная доступность и простота использования бактериальной 
генетической информации стала новым шагом в бактериальной систематике. 
Основополагающую роль в этом процессе сыграла расшифровка 
последовательности гена 16S рРНК. Благодаря своей консервативной природе и 
простоте манипулирования, ген 16S рРНК широко используется для 
идентификации видов бактерий.  
ПДРФ [69] - это способ исследования геномной ДНК, путем разрезания 
ДНК с помощью эндонуклеаз рестрикции.  
Полиморфизм ДНК в данном случае это наличие вариабельности в 
последовательности нуклеотидов в одном и том же гене (выполняющем те же 
функции) у близкородственных видов. Он вызывается несколькими причинами: 
точечными мутациями в виде единичных нуклеотидных замен; ошибками при 
репликации ДНК в виде инсерций или делеций протяжѐнностью от одного до 
сотен или тысяч нуклеотидов; крупными делециями или вставками; 
транслокациями или транспозициями мобильных генетических элементов и т. 
п. Все изменения в первичной структуре ДНК ведут к изменениям в длине 
фрагментов, образующихся под воздействием рестриктаз. 
 В виду того, что технологии секвенирования ДНК могут 
охарактеризовать ДНК очень точно, ПДРФ был разработан как первый и 
дешевый метод для массового применения. Анализ разнообразия ПДРФ 
является важным инструментом в картировании генома, локализации генов, 
ответственных за генетические заболевания, определения риска заболевания, 
получения генетических отпечатков и определения родства. Полное совпадение 
рестрикционных картин по нескольким рестриктазам указывает на 
близкородственность исследуемых штаммов.  
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1.8 Электрофорез 
 
Электрофорез относится к биохимическим методам, применяемым для 
разделения молекул ДНК по размерам. Чтобы разделить молекулы ДНК, исходя 
из их размера, электрофорез проводят в гелях [70]. 
Поскольку поры в полиакриламидном геле для больших молекул ДНК 
слишком малы, то для разделения молекул ДНК по размеру были разработаны 
специальные гели на основе агарозы (полисахарида, выделяемого из морских 
водорослей). Оба эти метода разделения ДНК широко используются для 
аналитических и препаративных целей [71]. 
 Электрофорез проводится в камере, заполненной буферным раствором. 
Буфер необходим для повышения ионной силы раствора, в котором будет 
происходить разделение молекул ДНК. Он же используется для приготовления 
агарозного геля. 
Электрофорез в агарозном геле – стандартный метод, используемый для 
разделения, идентификации и очистки фрагментов ДНК. С помощью этой 
техники можно быстро разделить такие смеси фрагментов ДНК, которые не 
могут быть разделены другими способами. Кроме того, при разделении в геле 
прямо следят за положением ДНК, так как полосы ДНК в геле можно 
окрашивать флуоресцирующим в ДНК красителем – бромистым этидием в 
низкой концентрации. Просматривая прокрашенный гель в ультрафиолетовом 
свете, можно заметить даже 1 нг ДНК [72]. 
Скорость миграции ДНК через агарозный гель при электрофорезе 
определяется следующими параметрами:  
- размером молекул ДНК,  
- конформацией ДНК,  
- концентрацией агарозы,  
- напряженностью электрического поля,  
- используемым буфером. 
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Для электрофореза применяются трис-ацетатные, трис-боратные или 
трис-фосфатные буферы в концентрации 50 мМ с рН от 7,5 до 7,8. 
Электрофорез является одним из методов определения количества и 
качества ДНК. Этот метод позволяет определить приблизительную 
концентрацию ДНК. Она определяется сравнением исследуемой ДНК со 
стандартными разведениями ДНК-маркера известной молекулярной массы, 
концентрация которого известна. После электрофореза и окрашивания геля 
сравнивают интенсивность свечения полос ДНК в исследуемых и эталонных 
образцах. 
1.9 Секвенирование 
 
Секвенирование (sequencing) – это общее название методов, 
позволяющих установить последовательность нуклеотидов в молекуле ДНК.  В 
результате секвенирования получают формальное описание первичной 
структуры линейной макромолекулы в виде последовательности мономеров в 
текстовом виде. Размеры секвенируемых участков ДНК обычно не превышают 
100 пар нуклеотидов (next-generation sequencing [73]) и 1000 пар нуклеотидов 
при секвенировании по Сенгеру.  К настоящему моменту не существует ни 
одного метода секвенирования, который бы работал сразу для всей молекулы 
ДНК. Сейчас все способы секвенирования устроены по одному принципу [74]: 
сначала готовится большое число небольших участков ДНК (молекула ДНК 
амплифицируется многократно и «разрезается» в случайных местах), а потом 
каждый участок исследуется по отдельности. 
Увеличение копий ДНК происходит либо обычным выращиванием клеток в 
чашке Петри, либо с помощью ПЦР.  
Разные методы секвенирования отличаются друг от друга не методами 
клонирования, а тем, как потом прочесть получившуюся «смесь» из 
многочисленных копий одной и той же ДНК. 
Самым первым методом секвенирования был метод, предложенный 
Сенгером [75]. Главная идея этого метода: участок ДНК клонируется, после 
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чего полученная смесь делится на четыре части. Каждая часть помещается в 
активную среду, где присутствуют: 
(1)  ДНК-полимераза, которая отвечает за правильную репликацию; 
(2)  праймеры, необходимые для начала процесса репликации, 
(3)  смесь всех четырѐх нуклеотидов, которые будут служить 
«кирпичиками» для строительства новых копий ДНК, 
(4)  специальные вариации одного из нуклеотидов, которые прекращают 
дальнейшее копирование молекулы ДНК. 
Это процесс очень похож на клонирование ДНК, однако существует 
отличие: в один из нуклеотидов подмешаны «специфицеские» нуклеотиды; они 
могут образовать такую же водородную связь, но не могут продолжить свою 
нить дальше. 
В результате в каждой части образуется большое число копий префиксов 
исследуемого участка ДНК, которые имеют разную длину, но всегда 
заканчиваются на одну и ту же букву.  
На выходе из Сэнгеровского секвенатора получаются короткие участки 
ДНК, так называемые риды (reads). Для дальнейшего анализа важно какой 
длины будут новообразованные риды и наличие в них ошибок.  
Сэнгеровские риды хорошо выполняют выше указанные условия: 
получаются риды длиной около тысячи нуклеотидов, однако после 700-800 
нуклеотидов наблюдается падение качества секвенирования. Но в целом 
Сэнгеровское секвенирование даѐт отличные результаты с достаточно 
длинными ридами, которые потом относительно легко собирать. Именно при 
помощи сэнгеровского секвенирования был впервые расшифрован геном 
человека. Секвенирование по Сэнгеру применяется и сегодня, но его активно 
вытесняют другие методы. 
 
  
34 
2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
2.1 Используемые образцы бактерий 
 
 Образцы бактерий Кишечной палочки (E. coli) были предоставлены Т. Л. 
Козловой с кафедры биотехнологии СФУ, используемый штамм К-12. E. coli 
использовался в работе как маркерный ампликон, с которым сравнивали 
полученные в ходе эксперимента данные.  
 Идентифицируемые образцы бактерий были предоставлены А. А. 
Косоговой с кафедры биотехнологии СФУ. А. А. Косоговой  
были выявлены 9 образцов, способных к биодеструкции ПГА, которые в 
последующем были систематизированы по совокупности морфологических, 
культуральных, биохимических и молекулярно-генетических признаков. 
Образцы водородоокисляющих бактерий (R. eutropha) были получены 
 из музея лаборатории хемоавтотрофного биосинтеза ИБФ СО РАН. это 
бактерии, получающие для роста энергию в результате окисления 
молекулярного водорода и использующие образующуюся при  
этом энергию для усвоения углерода. Эти бактерии широко распространены в 
почве. Способны окислять водород, который постоянно образуется при 
анаэробном разложении различных органических остатков микроорганизмами 
почвы. Используемый штамм - В-5786. 
Образцы фотобактерий были получены из музея лаборатории 
фотобиологии ИБФ СО РАН. 
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2.2 Методика выделения ДНК 
 
Выделение бактериальной геномной ДНК проводилось с использованием 
набора AxyPrep Bacterial Genomic DNA Miniprep Kit производства компании 
Axygen (производства КНР). Максимальный выход бактериальной ДНК 
достигается с помощью суспендирования биомассы бактерий в  специальном 
лизисном буфере G-A (идет в наборе). С помощью фазоразделительного шага 
(добавление смеси состоящей из изопропанола и изобутанола) происходит 
отделение геномной ДНК от ненужных веществ, например: протеины, 
полисахариды и липиды. Очищенная геномная ДНК находится в нижней фазе, 
верхняя фаза - органика; средняя - разрушенные клетки и денатурированные 
белки. Раствор  ДНК пропускают через фильтр, на котором оседают белки, 
липиды, полисахариды, и клеточные стенки бактерий. Затем ДНК наносится на 
специальную колонку, где происходит связывание ДНК с силикатной 
мембраной. Необходимый шаг – центрифугирование: один раз после 
добавления промывочного буфера W1 и два раза после добавления буфера W2, 
содержащего этиловый спирт. Центрифугирование идет 2 минуты при 12 000 
оборотах. Центрифугирование помогает избавиться от нежелательных молекул, 
случайно попавших в раствор. Очищенную бактериальную ДНК смывали с 
колонки элюентом или дистиллированной водой.  
 
2.3 Проведение ПЦР 
 
Реакция ПЦР проводилась в приборе Thermal Cycler С1000.  
На одну пробу объемом 50мкл требуется:  
- 27 мкл дист. воды 
- 5 мкл 10х буфера 
- 5 мкл + 5 мкл праймеров с концентрациями по 1µM (1350 R - 500 L; 8F – 
1492L) 
- 3 мкл MgCl2 с концентрацией 2.5mM 
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Все вещества смешивали в 1 пробирке объемом 1,5 мл из расчета на 15 
проб, затем в каждую было добавлено по 47 мкл данной смеси и по 2 мкл 
исследуемой ДНК. После горячего старта в каждую из пробирок  
добавили по 1 мкл ДНК Tag - полимеразы. 
  Для визуализации результатов амплификации использовали 
электрофорез. После окончания электрофореза гель помещали в 
транслюминатор гель-документирующей системы. Проведенный электрофорез 
ампликонов ДНК показал что реакция ПЦР прошла успешно и мы смогли 
выделить участки ДНК гена 16S рРНК длиной 900 и 1500пар оснований.  
Используемая программа при проведении ПЦР: 
1. 94
0С – 3:00 мин. 
2. 80
0С – 0:40 сек 
3. 95
0С – 0:10 сек. 
4. 62
0С – 0:20 сек. 
5. 72
0С – 1:40 мин. ( 1:00 мин. для ампликонов 1350 R - 500 L) 
6. Go to 3 35 times 
7. 72
0С for 10: 00 мин. 
8. 4
0С – 18:00:00 
 
2.4 Методика очистки ампликонов  
 
Очистка ампликонов [76] производилась с помощью набора Diatom DNA 
Clean-UP, производство фирмы IsoGene.  
Очистка ампликонов с использованием набора реагентов Diatom DNA 
Clean-UP основана на использовании солюбилизирующего реагента (в 
соотношении пробы к солюбилизируему реагенту), в присутствии которого 
ДНК сорбируется на поверхности Nucleos сорбента. Количество добавляемого 
сорбента зависит от количества ДНК в пробе (обычно соотношение 1:2). Время 
сорбции составляет 5-7 минут с последующей отмывкой спиртовым раствором 
(этанол). Таким образом ДНК полностью очищается от сопутствующих 
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примесей: избытка праймеров, димеров-праймеров, dNTP, с дальнейшей 
элюацией с сорбента бидистиллированной водой. Очищенная таким методом 
ДНК может быть использована для дальнейшей рестрикции и секвенирования. 
       Данный набор обеспечил высокую чистоту очищенной ДНК – OD 260/280 – 
1.8-2.0 и особенно эффективен при очистке ДНК размером от 200 до 20 000 п.н. 
2.5 Проведение реакции рестрикции 
 
Реакцию рестрикции амплифицированной ДНК проводили в течение 2 ч. 
в приборе Thermomixer comfort производство фирмы Eppendorf. Реакция 
проходила при 37 0С (для рестриктаз Msp I, BsuRI, MluCI, Rsa I); 50 0С (BstHH 
I); 65 
0С (Tag I, BstU I) в 50 мкл реакционной смеси, содержащей 2 ед. акт. 
рестриктазы. 
 
Постановка реакции рестрикции, для 1 пробы объемом 50 мкл 
необходимо: 
- 5 мкл 10х буфера 
- 10 мкл разб. BSA 
- 25 мкл H20 
- 10 мкл ДНК 
- 5 мкл фермента (активность фермента 10 000 е.а/мл) 
 
Все вещества смешали на холоду в 1 пробирке объемом 2 мл, из расчета 
на 15 проб, затем в каждую пробирку добавили по 35 мкл данной смеси и по 15 
мкл исследуемой ДНК. 
Для визуализации результатов рестрикции использовали электрофорез.  
Все использованные нами рестриктазы имеют тетрануклеотидный сайт 
узнавания, что позволило получить от 3 до 7 фрагментов ДНК в результате 
расщепления продуктов амплификации, имеющих длины порядка 900 и 1500 
пар нуклеотидов.  
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2.6 Методика проведения электрофореза 
 
Необходимое оборудование для проведения электрофореза 
1. Источник питания Вio-Rad PowerPac HV (1-400 Bт, 0,01-500 мА, 
20-5000 В) 
2. Камера для горизонтального электрофореза (гель 7х10) Мini-Sub 
Cell GT, Bio-Rad. 
3. Гель-документирующая система Bio-Rad Gel Doc XR c 
компьютером. 
Ход работы: 
1. Добавила необходимое количество порошка агарозы (0,75 г) в 
рассчитанный объем электрофорезного буфера (50 мл). 
2. Нагрела взвесь в микроволновой печи до тех пор, пока агароза не 
образует равномерную суспензию. Суспензию довела до начала кипения, затем 
осторожно удалила из микроволновой печи и охладила до 700 С. 
3. Залила полученную суспензию в форму для агарозы. 
4. Установила гребенку в форму для агарозы. Необходимо, чтобы 
между дном лунки от гребенки и основанием геля оставался слой агарозы 
толщиной 0,5-1,0 мм. 
5. После того как гель полностью затвердел (через 20-30 мин.), 
удалила гребенку и поместила гель в электрофорезную кювету. 
6. Добавила достаточное количество электрофорезного буфера. 
7. Смешала пробы ДНК с буфером для нанесения, содержащим 
глицерин и красители (бромфеноловый синий и ксиленцианол) в соотношении 
5:1.  
8. С помощью автоматической микропипетки внесла смесь в лунки 
геля под электрофорезный буфер.  
9. Подсоединила электроды к источнику напряжения. Напряженность 
при проведении разделения в агарозных гелях составляет 50 V. Красители, как 
и ДНК, перемещаются к аноду. Бромфеноловый синий передвигается со 
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скоростью равной скорости фрагмента ДНК из 300 пар оснований, а 
ксиленцианол со скоростью равной скорости фрагмента ДНК из 1500 пар 
оснований. 
10. По окончанию разделения вынула подложку с гелем из кюветы и 
поместила гель в красящий раствор (1 мкг/мл этидиум бромида). После 20 
мин. прокрашивания вынула гель и промыла в воде в течение 2 мин. 
11. Удалила лишнюю жидкость и перекложила гель в камеру 
трансиллюминатора гель-документирующей системы. 
Рассмотрела гель в проходящем ультрафиолетовом свете. Зафиксировала 
полученное изображение и оформила результаты, используя гель-
документирующую систему. 
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3 РЕЗУЛЬТАТЫ 
Из текста ВКР изъяты результаты интеллектуальной деятельности, 
которые имеют потенциальную коммерческую научную ценность в силу 
неизвестности их третьим лицам.  
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 
ФМН - флавинмононуклеотид  
рРНК - рибосомальная РНК 
РНК - рибонуклеиновая кислота 
ПЦР - полимеразная цепная реакция 
ПДРФ - полиморфизм длин рестрикционных фрагментов 
ПГА - полигидроксиалкаонаты 
П.О. - пар оснований 
НМ - нано метры 
НАДН - Никотинамидадениндинуклеотид 
кДНК – комплементарная ДНК  
ДНК - дезоксирибонуклеиновая кислота 
ЭДТА - этилендиаминтетрауксусная кислота 
E. coli – Escherichia coli 
dTTP – дезокситимидин трифосфат 
dGTP – дезоксигуанозин трифосфат 
dCTP – дезоксицитидин трифосфат 
dATP – дезоксиаденозин трифосфат 
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